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1. Zusammenfassung

Hintergrund:

Die Multiple Sklerose (MS) ist eine entzindliche Erkrankung des zentralen Nervensystems
(ZNS), die auf dem Boden einer Interaktion von genetischen und Umweltfaktoren entsteht. Der
wichtigste und starkste derzeit bekannte externe Risikofaktor fir die Entwicklung einer MS ist
eine Infektion mit dem Epstein-Barr-Virus (EBV). Frihere seroepidemiologische
Untersuchungen haben (bereinstimmend gezeigt, dass fast alle Patienten mit MS EBV-
seropositiv sind. Sollte eine Infektion mit EBV tatséchlich eine Voraussetzung zur Entwicklung
einer MS sein, wére jedoch zu erwarten, dass Patienten mit MS ausnahmslos EBV-seropositiv

sind. Somit stellt sich die Frage, ob es wirklich EBV-seronegative Patienten mit einer MS gibt.

Zielsetzung:
Zielsetzung der vorliegenden Arbeit war die Bestimmung der Seropravalenz von Antikorpern

gegen das EBV in einer grof3en Kohorte von Patienten mit friher MS.

Methodik:

In Serumproben von 901 Patienten mit einem klinisch isolierten Syndrom (KIS, der klinischen
Erstmanifestation einer MS) oder schubférmiger MS aus der deutschen nationalen MS-Kohorte
wurden 1gG-Antikdrper gegen das Epstein-Barr nukledre Antigen-1 (EBNA-1) mit einem
Chemilumineszenz-Immunoassay (CLIA) gemessen. Antikorper gegen das EBV viral capsid
antigen (VCA) wurden bei EBNA-1-Antikorper-seronegativen Patienten ebenfalls mittels CLIA
analysiert. EBNA-1- und VCA-Antikorper-seronegative Patienten wurden mit einem EBV-IgG-
Immunoblot untersucht. Zur Ermittlung der EBV-Seroprévalenz in einer Kontrollpopulation
wurde in einer grofRen Krankenhauspopulation (n=16.163) aus Berlin/Norddeutschland die EBV-

Seroprévalenz in unterschiedlichen Altersgruppen von <0,25 bis >80 Jahren ermittelt.

Ergebnisse:

Von 901 Patienten mit KIS/RRMS hatten 839 1gG-Antikdrper gegen EBNA-1. 1gG-Antikorper
gegen VCA wurden bei 45 von 62 EBNA-1-Antikorper seronegativen Patienten nachgewiesen.
Unter Verwendung von EBV-1gG-Immunoblots wurden bei allen tbrigen 17 Patienten 1gG-
Antikorper gegen EBV gefunden. Somit waren alle 901 Patienten (100%) mit KIS/RRMS, die in
unsere Studie eingeschlossen wurden, seropositiv fur EBV. Die EBV-Seropravalenz in der

Krankenhauspopulation stieg mit zunehmendem Alter in allen 5-Jahres-Alterskohorten an,



erreichte aber in keiner der untersuchten Altersgruppen 100%.

Schlussfolgerungen:

Die Abwesenheit von EBV-seronegativen Personen in dieser gut charakterisierten Kohorte von
Patienten mit frilher MS weist auf eine zentrale Rolle von EBV bei der MS hin. Eine negative
EBV-Serologie bei Patienten mit Verdacht auf eine entziindliche Erkrankung des ZNS spricht

gegen eine MS und sollte anderweitige Diagnosen in Betracht ziehen lassen.



Abstract

Background:

Multiple Sclerosis (MS) is an inflammatory disease of the central nervous system, which
develops through an interaction of genetic and environmental factors. Epstein-Barr virus (EBV)
is the most important and strongest currently known risk factor for MS. Previous
seroepidemiological studies have consistently shown that almost all patients with MS are EBV-
seropositive. However, if EBV infection was indeed a prerequisite for development of MS, one
would expect that all patients with MS (100%) would be EBV seropositive. The question
therefore arises whether EBV seronegative patients with MS do really exist.

Objective:
The present study aimed to determine the seroprevalence of antibodies against EBV in a large

cohort of patients with early MS.

Methods:

In serum samples from 901 patients with a clinically isolated syndrome (CIS, the first clinical
manifestation of multiple sclerosis) or with early relapsing-remitting MS (RRMS) from the
German National MS cohort antibodies to Epstein-Barr nuclear antigen-1 (EBNA-1) were
measured by a chemiluminescence immunoassay (CLIA). Antibodies to the EBV viral capsid
antigen (VCA) were analyzed in EBNA-1 antibody seronegative patients by CLIA as well. EBV
IgG immunoblot was used to analyze EBNA-1 and VCA antibody seronegative patients. To
determine the EBV seroprevalence in a control population, we determined the EBV
seroprevalence in different age groups ranging from <0.25 to >80 years in a large hospital

population (n = 16,163) from Berlin/Northern Germany.

Results:

Of the 901 patients with CIS/RRMS, 839 had IgG antibodies to EBNA-1. 1gG antibodies to
VCA were detected in 45 of 62 EBNA-1 antibody seronegative patients. Using EBV 1gG
immunoblots, 1gG antibodies to EBV were found among all the remaining 17 patients.
Therefore, all 901 patients (100%) with CIS/RRMS included in our study were seropositive for
EBV. EBV seropositivity increased with increasing age in the hospital population, but did not

reach 100% in any of the examined age groups.



Conclusions:
The absence of EBV seronegativity in this well-characterized cohort of patients with early MS
indicates a central role of EBV in MS. EBV seronegativity in patients with suspected

inflammatory central nervous system diseases should alert clinicians to take into account
diagnoses other than MS.



2. Einleitung

2.1 Multiple Sklerose: Epidemiologie und Klinik

Die Multiple Sklerose (MS) ist eine chronisch entziindliche demyelinisierende Erkrankung des
zentralen Nervensystems (ZNS), die im jingeren Erwachsenalter auftritt und zu
voriibergehenden, oft aber auch dauerhaften neurologischen Ausfallserscheinungen fiihrt.?

Man geht davon aus, dass es weltweit ca. 2 Millionen MS-Erkrankte gibt.> Die
Erkrankungsh&ufigkeit der MS nimmt auf der nordlichen Halbkugel mit wachsender Entfernung
vom Aquator zu.? Die Gesamtzahl der Erkrankten in Deutschland wird auf mindestens 120.000
Patienten geschatzt. Deutschland gehort mit einer Pravalenz von 149 auf 100.000 Einwohner
aus globaler Sicht zu Gebieten mit einer hohen MS-Pravalenz. Die Inzidenz der MS liegt in
Deutschland bei 2-5 pro 100.000 Einwohnern.®

Der Altersgipfel fir die Erstmanifestation einer MS liegt zwischen dem 20. und 40. Lebensjahr
mit einer Geschlechterbevorzugung von Frauen (Verhéltnis Frauen zu Manner von etwa 2-3 :
1).58 Die Erkrankung kann jedoch bereits vor dem 10. Lebensjahr auftreten, ebenso kann sie
sich auch bis in die achte Lebensdekade erstmals klinisch manifestieren.®

Das klinische Bild der MS ist sehr heterogen und es gibt keine pathognomonischen Symptome
fiir die Erkrankung, weshalb die MS auch als ,,Krankheit der 1000 Gesichter* bezeichnet wird.
Demyelinisierende Entzindungsherde konnen an unterschiedlichen Stellen in der weil3en
Substanz des Gehirns und Rickenmarks auftreten. Dadurch sind die moglichen klinischen
Symptome vielfaltig und umfassen im frihen Verlauf beispielsweise eine Optikusneuritis,
Storungen der Sensibilitdt, Paresen oder auch eine Hirnstammsymptomatik. Kognitive
Einschrankungen, Fatigue und Blasen- und Mastdarmstorung treten hingegen eher im spéteren
Verlauf auf.® Jean Martin Charcot beschrieb als MS-typische Symptom-Trias Intentionstremor,
Nystagmus und skandierende Sprache. Die Symptom-Trias nach Marburg-Pette umfasst
cerebelldre Ataxie, Pyramidenbahnzeichen sowie Retrobulbérneuritis. Beide sind in dieser

Kombination relativ selten und treten allenfalls eher in spateren Krankheitsstadien auf.!

Die MS kann unterschiedliche Verlaufsformen annehmen. Abbildung 1 stellt die typischen

Verlaufsformen der MS gemaR der Klassifikation von Lublin und Reingold dar.?



Relapsing remitting MS (RRMS)

(85-90%)

Secondary progressive MS (SPMS)
(20-50% of RRMS)

E

E

Primary progressive MS (PPMS)
(10-15%)

Systematische Darstellung der verschiedenen Verlaufsformen der MS nach Lublin et al. 2
(Abbildung aus Kira J., Isobe N. (2019) Multiple Sclerosis'?)

Klinisch beginnt die MS bei ungefahr 85% der Patienten mit einem schubférmigen Verlauf.'4
Die Schibe bilden sich nach wenigen Tagen bis Wochen meist volistandig zurtick. Dieser
Verlaufstyp wird als schubférmig-remittierende MS  (relapsing-remitting MS, RRMS)
bezeichnet. Als Schub bezeichnet man neue klinische Symptome, die langer als 24 Stunden
anhalten und wenn die Symptome nicht mit einer Anderung der Korpertemperatur (sog. Uhthoff-
Phanomen) oder im Rahmen von Infektionen erkléarbar sind.®

Eine RRMS geht mit langerer Krankheitsdauer oftmals in eine sekundar chronisch-progrediente
Verlaufsform (SPMS) Uber. Diese Verlaufsform geht mit einer progredienten Verschlechterung
mit oder ohne Uberlagerte Schiibe einher. Bei bis zu 90% der Patienten mit einem initial
schubférmigen Verlauf kann nach 20 Jahren eine Konversion zur SPMS verzeichnet werden. 6
Beim primar chronisch-progredienten Verlauf (PPMS) kommt es von Beginn an zu einer
progredienten Zunahme der neurologischen Funktionsstorungen mit einem Ausbleiben der
charakteristischen Schiibe. Diese Verlaufsform liegt bei ca. 10-20% der Patienten vor.’

Als “klinisch isoliertes Syndrom” (KIS) bezeichnet man die erste Manifestation einer
schubférmigen MS, also ein erstes Schubereignis, das auf ein entziindlich-demyelinisierendes
Geschehen hindeutet. 1819

Die Diagnosestellung einer MS basiert auf den modifizierten McDonald Kriterien aus dem Jahr
2017.2° GemaR dieser Kriterien erfordert die Diagnosestellung einer MS den klinischen oder
kernspintomographischen Nachweis einer zeitlichen (DIS) und rdumlichen Dissemination (DIT)
von MS-typischen Lasionen. Kernspintomographische raumliche Dissemination bedeutet hierbei

einen Nachweis von > 1 hyperintensen MRT Lésion in zwei der charakteristischen Regionen:



juxtacortical, periventrikuldr, infratentoriell oder spinal. Die kernspintomographische zeitliche
Dissemination ist als das Neuauftreten einer T2-hyperintensen L&sion in einem Verlaufs-MRT
oder als das gleichzeitige Vorhandensein einer T2-hyperintensen Lésion und einer
asymptomatischen gadolinumanreichernden Lésion definiert.!8

Eine wichtige Rolle bei Diagnosestellung der MS spielt zudem die Liquordiagnostik. Der
klassische Liquorbefund bei einer MS ist eine lokale 1gG-Synthese im ZNS, die sich in Form
von sog. oligoklonalen Banden (OKB) in der isoelektrischen Fokussierung nachweisen lasst.
Liquorspezifische OKB finden sich bei bis zu 98% von Patienten mit MS, wobei die Spezifizitét
von OKB fiir die MS jedoch weniger hoch ist.?! Die McDonald Kriterien wurden mehrfach
uberarbeitet und seit der letzten Revision der Kriterien im Jahr 2017 kann der Nachweis
oligoklonaler Banden den kernspintomographischen Nachweis der zeitlichen Dissemination
ersetzen.?%%?

Aufler den OKB kann bei bis zu 80% der Patienten mit MS eine sogenannte ,,MRZ-Reaktion*
nachgewiesen werden, die spezifischer flr die MS als die OKB ist. Hierbei handelt sich um eine
intrathekale 1gG-Synthese gegen Masern-, Roteln- und Varizella-Zoster-Virus. An diesem
Phdnomen ist besonders interessant, dass es nicht an eine entsprechende Viruspersistenz

gebunden ist.?*

2.2 Atiologie der Multiplen Sklerose

Die genauen Ursachen der MS sind trotz zahlreicher Studien nach wie vor ungeklért. Die
vorliegenden Befunde sprechen jedoch eindeutig daftr, dass die MS auf dem Boden eines
komplexen Wechselspiels zwischen Umweltfaktoren und genetischen Faktoren entsteht.?>28 So
zeigten Studien mit monozygoten Zwillingen, dass das Erkrankungsrisiko flr diese bei ungeféhr
30% liegt, bei dizygoten Zwillingen jedoch nur bei 3%.* Migrationsstudien zeigten, dass
Einwanderer, die ihr Geburtsland im friihen Kindesalter verlassen, das Erkrankungsrisiko des
neuen Heimatlandes annehmen. Umgekehrt nehmen Einwanderer beim Wechseln des Wohnorts
nach der Pubertat das MS-Risiko ihres Geburtslandes mit.32°

Wie bei vielen Erkrankungen prédisponieren bestimmte genetische Faktoren zu einer MS. In den
letzten Jahren sind mit Entwicklung molekulargenetischer Untersuchungstechniken
Polymorphismen in verschiedenen immunologisch bedeutsamen Genloci entdeckt worden,
welche mit einem erhdhten Risiko an einer MS zu erkranken assoziiert sind. In einer Studie
wurden bei Uber 14.000 Patienten insgesamt 48 unterschiedliche Genloci entdeckt, die das

Risiko fir die Entstehung einer MS erhthen.?° Der starkste genetische Risikofaktor fiir die MS



ist das HLA Klasse Il Allel HLA-DRB1*15:01.%

Mit Hinblick auf Umweltfaktoren, die zur Entstehung der MS beitragen, erscheinen
insbesondere 3 von besonderer Relevanz: Vitamin-D-Mangel, regelméiiges Rauchen und eine
Infektion mit dem EBV.31-34

In den vergangenen Jahren wurde der mogliche Zusammenhang zwischen niedrigen Vitamin D-
Spiegeln und MS intensiv untersucht. Eine aktuelle Metanalyse aus dem Jahr 2014 zeigte, dass
Patienten mit MS signifikant niedrigere Vitamin D Spiegel haben als gesunde Probanden.®
Zahlreiche Studien deuten darauf hin, dass ein Vitamin D-Mangel mit erhohter
Krankheitsaktivitat bzw. einer schnelleren Progression einer MS einhergehen kann.36-3

Ein weiterer Faktor, welcher das Erkrankungsrisiko fiir eine MS um das 1,5-fache steigert, ist
regelmaRiges Rauchen. 23, Als Risikofaktor fir eine MS Erkrankung wurde sowohl Passiv- als
auch Aktiv-Rauchen nachgewiesen.®®4% In einer Studie von Healy et al. wurde gezeigt, dass
Raucher mit MS einen signifikant schlechteren EDSS-Wert (Expanded Disability Status Scale)
und einen hoheren Anteil an PPMS hatten. Die EDSS-Skala wird zur Einstufung der
neurologischen Behinderung von Menschen mit MS verwendet. Es werden acht
Funktionssysteme untersucht (u.a. Pyramidenbahn, Kleinhirn, Visus, Hirnstamm usw.) und
jeweils von 0 (normal) bis 6 (maximal Beeintrachtigung) bewertet. Die Skala umfasst Werte von
0 (keine Beeintrachtigung) bis 10 (Tod durch MS). 4! Es wurde auch gezeigt, dass bei Rauchern
die Zeit vom Ubergang einer RRMS in eine SPMS im Mittel kiirzer war. AuRerdem konnte bei
Rauchern eine hohere T2-Léasionslast nachgewiesen werden.*?

Der wichtigste und starkste derzeit bekannte externe Risikofaktor fir die Entwicklung einer MS

ist jedoch eine Infektion mit dem EBV.#

2.3 Epstein Barr Virus

Das EBV wurde erstmalig 1964 von M. Epstein, B.G. Achong und Y.M. Barr beschrieben.** Das
EBYV ist ein B-lymphozytotropes Virus und gehort zu der Familie der y-Herpesviren. Wie andere
Herpesviren, hat EBV ein lineares DNA-Genom, umgeben von einem Proteinkapsid.* Zwischen
Virushille und dem Kapsid ist das Proteintegmentum. Von besonderer Wichtigkeit flr die
Rezeptorerkennung und den Zelltropismus des EBV sind die, in der Hulle befindlichen,
Glykoprotein-Spikes. Dort bildet gp350/220 das Hauptglykoprotein.*

Der Hauptubertragungsweg von EBV ist oral durch Speichel.*® Das Virus gelangt tiber den
Speichel in das lymphatische Geweben des Nasopharynx, wo es zundchst hauptsachlich

Lymphozyten und Epithelzellen infiziert.4” 4 Trotz zahlreicher Untersuchungen ist es bis jetzt



unklar, ob das Virus erst nach der priméaren Epithelzellinfektion sekundéar B-Lymphozyten
beféllt oder ob es in vivo in der Lage ist, direkt B-Zellen zu infizieren.48 49 50

Durch die Interaktion zwischen dem gp350 Protein auf der Virushille und dem CD21
Zelloberflachenprotein auf naiven B-Zellen gelangt das Virus in seine Wirtszelle. Nach der
Fusion von Virushiille und Plasmamembran und Internalisation durch Endozytose in
zytoplasmatische Vesikel kommt es zur Freisetzung des Nukleoidkapsids und des
Proteintegmentums in das Zytoplasma des Wirts. 5! Die primare EBV-Infektion miindet in eine
anschlielende, lebenslang persistierende latente Infektion von B-Zellen im menschlichen
Organismus (latente Phase). In der sogenannten lytischen Phase der Infektion kommt es in der
Wirtzelle zur Produktion und Freisetzung infektioser Vironen.5?

Bei der lytischen Phase werden sehr friilhe (immediate early, IE), friihe (early, E) und spéte (late,
L) EBV-Gene unterschieden. Einzige bekannte IE-Proteine, die die lytische EBV-Replikation
initiieren, sind BZLF1 und BRLF1. Die friihen Produkte der Replikation — wie beispielweise
BNLF2a — tbernehmen u.a. die Blockade der Antigenprozessierung. Spatere Gene enthalten
Informationen Uber die Strukturproteine wie die viralen Kapsidantigene (VCA). In den naiven B-
Zellen wird durch die EBV-Primdrinfektion das Wachstumsprogramm aktiviert, welches zur
Differenzierung in Gedachtnis-B-Zellen (memory B Zellen) fiihrt.>

Als latente Phase wird eine persistierende Virusinfektion ohne aktive Virusproduktion
bezeichnet. In latent infizierten B-Zellen werden bis auf eine Expression des EBNA-1 Proteins
bei der Zellteilung keine viralen Proteine exprimiert, so dass latent mit EBV infizierte B-Zellen
vom Immunsystem nicht erkannt werden. % Uber 90 % der Weltbevélkerung sind mit EBV
infiziert und ab dem 40. Lebensjahr zeigen je nach Region bis zu 98% eine Seropositivitat fiir

dieses Virus.%®

2.4. Multiple Sklerose und Epstein-Barr Virus

Verschiedene Untersuchungen der letzten Jahrzehnte zeigen einen eindeutigen Zusammenhang
zwischen einer EBV-Infektion und der MS. In zahlreichen seroepidemiologischen Studien von
Patienten mit MS und Kontrollen konnte tibereinstimmend gezeigt werden, dass praktisch alle
Patienten mit MS (~99%) EBV-seropositiv sind, wohingegen sich bei Kontrollen eine EBV
Seropravalenz von ca. 94% fand.3157

Die Ansteckung mit EBV erfolgt tblicherweise bereits im Kleinkindalter und verlauft klinisch
meist asymptomatisch.® Eine EBV-Erstinfektion in Jugend- oder Erwachsenalter manifestiert

sich dagegen in bis zu 40% der Falle mit einer Symptomtrias aus Pharyngitis, Fieber und

10



Lymphadenopathie, also dem Kklinischen Bild einer infektiosen Mononukleose.>®%2 In
zahlreichen Studien konnte zweifelsfrei bestdtigt werden, dass die symptomatische EBV-
Erstinfektion mit einem erhdhten Risiko fiir die Entwicklung einer MS einhergeht und selbiges
fur 30 oder mehr Jahre nach einer symptomatischen EBV-Erstinfektion persistiert. Dies kénnte
ein Hinweis daflr sein, dass nach einer durchgemachten symptomatischen EBV-Erstinfektion
eine bleibende Veranderung entsteht, die das Risiko fir die Entwicklung einer MS dauerhaft
erhoht,5364

Es gibt mehrere Studien, die daflr sprechen, dass schon vor dem Ausbruch einer MS vermehrt
Antikorper gegen Proteine des EBV vorliegen. Aus prospektiven Studien weil man, dass bei
erwachsenen Patienten mit MS, schon bis zu 10 Jahre vor ihrer klinischen Erstmanifestation,
erhéhte Antikorpertiter gegen den Epstein-Barr nuclear antigen complex (EBNACc) und das
Ebstein-Barr nuclar antigen 1 (EBNA-1) nachweisbar sind. Zudem steigt das Entwicklungsrisiko
einer MS in Abhéangigkeit von der Hohe der Antikorper.266566 Eine schwedische Studie an
erwachsenen Patienten mit MS zeigte, dass EBNAL-Antikorper funf oder mehr Jahre vor Beginn
der MS im Vergleich zu Kontrollpersonen, die keine MS entwickelten, erhéht waren.%’
DeLorenze et al. konnten ebenfalls erhohte EBNA1-Antikdrper schon bis zu 30 Jahre vor

Ausbruch einer MS feststellen.®

3. Fragestellungen und Zielsetzung der vorliegenden Arbeit

Die seroepidemiologischen Daten zu EBV bei der MS sprechen eindeutig daftr, dass das Risiko
fur die Entwicklung einer MS bei EBV-seronegativen Personen extrem gering ist.** Die
Assoziation einer EBV-Infektion mit der MS ist derartig stark, dass eine EBV-Infektion als eine
notwendige aber nicht hinreichende Voraussetzung zur Entwicklung einer MS angesehen werden

kann.57,67,68

Hieraus ergeben sich die folgenden Fragestellungen:

I. Handelt es sich bei den wenigen in den bisherigen seroepidemiologischen Untersuchungen
berichteten EBV-seronegativen Patienten mit MS mdglicherweise um Patienten mit falsch-
negativen EBV-Serologien?

Il. Handelt es sich bei den wenigen in seroepidemiologischen Untersuchungen identifizierten
EBV-seronegativen Patienten mit der Diagnose einer MS mdglicherweise um Patienten die gar
keine MS haben?

11



I1l. Stellt eine negative EBV-Serologie somit einen Marker zum Ausschluss einer MS bei

Patienten mit dem V.a. eine entziindliche ZNS-Erkrankung/MS dar?

Zielsetzung der vorliegenden Arbeit war es, innerhalb von Patientinnen und Patienten aus der
nationalen MS-Kohorte des Krankheitsbezogenen Kompetenznetzes Multiple Sklerose
(KKNMS) EBV-seronegative Personen mit der Diagnose einer MS zu identifizieren, um
anschlieRend deren Klinische und paraklinische Befunde mit Hinblick auf das Vorliegen einer

MS zu Uberprifen.

4. Patienten und Methodik

Zur Bearbeitung der Fragestellungen erhielten wir nach positiver Begutachtung durch den
Fachausschuss fur Biomaterialverwertung (FaBio), 901 Serumproben von Patienten mit klinisch
isoliertem Syndrom (KIS) oder schubférmiger MS (RRMS) vom Krankheitsbezogenen
Kompetenznetzwerk MS (KKNMS).
Die deutsche nationale MS-Kohorte ist eine multizentrische prospektive longitudinale
Beobachtungskohorte, die zwischen August 2010 und Dezember 2014 insgesamt 1.212 Patienten
rekrutierte.
Die Einschlusskriterien fur eine Aufnahme in die KKNMS-Kohorte waren wie folgt:
e Patienten beider Geschlechter im Alter >18 Jahre
e Diagnose eines KIS, die in den letzten 6 Monaten vor der Aufnahme gestellt wurde und
Erfallung von 3 von 4 Barkhof-Kriterien ODER
e Diagnose eines KIS, die in den letzten 6 Monaten vor der Aufnahme gestellt wurde und
Erflllung von 2 von 4 Barkhof-Kriterien in Kombination mit entweder auffalligen visuell
evozierten Potentiale oder Nachweis einer intrathekalen 1gG-Produktion im Liquor
e Diagnose eines KIS, die in den letzten 6 Monaten vor der Aufnahme gestellt wurde und
Erfallung von 3 von 4 Barkhof-Kriterien in Kombination mit den McDonald 2010
Kriterien fir RRMS
e Diagnose einer RRMS basierend auf den McDonald 2005-Kriterien innerhalb von 2

Jahren vor Aufnahme
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Die Ausschlusskriterien fir eine Aufnahme in die KKNMS-Kohorte waren wie folgt:
e primér oder sekundar progrediente MS
e Eine bereits eingeleitete krankheitsmodifizierende MS-Therapie, mit Ausnahme einer
Schubtherapie mit intravenésem Kortison
e Samtliche Umstdnde (z.B. Kontraindikationen fir MRT), die Untersuchungen im
Rahmen der Kohorte beeintréachtigen konnten

e Zusétzliche progrediente neurologische Erkrankungen

Im Rahmen der KKNMS Kohorte werden demographische und klinische Daten der Patienten
erfasst. Zudem wird in einer klinisch neurologischen Untersuchung der EDSS-Score erhoben
und es erfolgt eine Blutabnahme mit anschlieRender Gewinnung von Serum.%°

Die Seren von therapienaiven Patienten wurden bei -80°C in der Abteilung fur Neurologie der
Technischen Universitat Minchen gelagert, nachdem sie zuvor bei den Baseline-Visiten in den
teilnehmenden Zentren gesammelt und auf Trockeneis an die Technische Universitat Minchen
geschickt wurden. AnschlieBend wurden 901 Baseline-Serumproben auf Trockeneis an die
Klinik flr Neurologie der Charité Universitatsmedizin Berlin zur EBV-Antikdrperbestimmung
verschickt. Drei zuvor identifizierte EBV-seronegative Seren von gesunden Kontrollen, die

ebenfalls bei -80°C gelagert wurden, wurden ebenfalls analysiert.”®

4.1 EBV-Antikorperbestimmung

Der Liaison® (DiaSorin, Saluggia, lItalien) automatisierte quantitative Chemiluminescence
immunoassay (CLIA) wurde zur Messung von Serum-lgG-Antikorpern gegen das Epstein-Barr
nukledre Antigen-1 (EBNA-1) und gegen das EBV viral capsid antigen (VCA) bei der Labor
Berlin GmbH, Berlin, Deutschland, eingesetzt. Die Seren der Patienten mussten verdiinnt
werden, da nur begrenzte Mengen an Serum fir die Antikdrperbestimmung zugéanglich waren.
So wurden die Serumproben entweder 1:20 (n = 40) oder 1:10 (n = 861) in Assay-
Verdunnungspuffer verdinnt, um EBNA-1-1gG-Antikdrper zu messen. Dementsprechend wurde
als negativ ein EBNA-1-1gG Wert <3 U/ml und als positiv ein EBNA-1-IgG Wert >3 U/ml
angesehen.

In allen EBNA-1-IgG-negativen Proben bestimmten wir Antikérper gegen VCA in einem
Verdunnungsverhéltnis von 1:10. Hier sahen wir einen VCA-IgG Wert <10 U/ml als negativ und
>10 U/ml als positiv an. Laut des Herstellers gelten fiir das EBNA-1 IgG CLIA ein Testbereich
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von 3 bis 600 U/ml und beim VCA IgG CLIA 10 bis 750 U/ml. EBNA-1- und VCA-IgG
Antikorper-negative Seren gelten gemeinhin als EBV-seronegativ. Zum sicheren Ausschluss
falsch negativer Ergebnisse wurden EBNA-1- und VCA-1gG Antikérper negativ getestete Seren
zusétzlich unverdinnt mittels einem EBV-IgG-Immunoblot (recomLine EBV IgG, Mikrogen,
Deutschland) getestet. AnschlieRend galten die Serumproben als EBV-seronegativ, wenn 1gG-
Antikorper gegen EBNA-1, VCA und im EBV-IgG-Immunoblot negativ waren.

Als EBV-seropositiv sahen wir demgegenlber Serumproben mit mindestens einem positiven
Befund in den drei Testungen (EBNA-1-1gG, VCA-1gG, EBV-1gG-Immunoblot) an. Die

Bestimmung der EBV-Antikdrper erfolgte in Zusammenarbeit mit der Labor Berlin GmbH.

4.2 Retrospektive Analyse der Seropravalenz von Antikorpern gegen das Epstein-Barr-Virus in

Routinelaboreinsendungen

Zu Vergleichszwecken wurden von 16.163 Patienten die EBV-Serologien aus
routinediagnostischen Einsendungen an das Labor Berlin im Zeitraum von Januar 2014 bis
Dezember 2016 analysiert. Die Proben stammten von Patienten, die stationdr oder ambulant an
den Kliniken der Charité oder kommunalen Krankenhdusern in Berlin und Norddeutschland
behandelt wurden. Die 16.163 Patienten wurden dabei unabhangig von der Diagnose oder dem
Anlass flr eine EBV-Diagnostik eingeschlossen. Bei im Studienzeitraum mehrfach getesteten
Patienten verwendeten wir ausschlieBlich die Ergebnisse der ersten durchgefiihrten EBV-
Serologie. Als Voraussetzung fur die Verwendung der Daten war das Vorhandensein von
Ergebnissen fur EBNA-1-1gG, VCA-IgM und VCA-IgG. Im Rahmen der Routinediagnostik
wurden die Seren unverdinnt auf EBNAL-1gG, VCA-IgM und VCA-IgG mittels
automatisiertem quantitativem CLIA (Liaison®) getestet. Laut Herstellerhinweis galten in
unverdinnten Seren EBNA-1 1gG-Werte <5 U/ml als negativ, Werte zwischen 5 - 20 U/ml als
Grauzone und Werte >20 U/ml als positiv; VCA IgG-Werte <20 U/ml als negativ und VCA IgG-
Werte >20 U/ml als positiv; und VCA IgM- Werte <20 U/ml als negativ, Werte zwischen 20 - 40
U/ml als Grauzone und VCA-IgM-Werte >40 U/ml als positiv. Seren, bei denen mindestens
einer der drei Antikérper (EBNA-1-1gG, VCA-IgG, VCA-IgM) uber den jeweiligen cut-offs lag,
wurden als EBV-seropositiv betrachtet. Seren mit EBNA-1-19G, VCA-IgG und VCA-IgM
unterhalb der jeweiligen cut-offs wurden als EBV-seronegativ eingestuft. Ab einem Alter von 5
Jahren gruppierten wir die Patienten aus der Krankenhauskohorte in 5-Jahres-Alterskohorten, z.

B. Personen >5 bis <10 Jahre, >10 bis <15 Jahre usw.. Neugeborene und Kleinkinder unter 5
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Jahren wurden in engeren Altersintervallen erfasst, um die EBV-Seroprdavalenz im friihen

Lebensalter genauer zu analysieren.

4.3 Statistische Auswertung

Kontinuierliche Daten wurden durch Angabe des Medians und der Interquartilsbereiche (IQR)
zusammengefasst wohingegen kategorische Daten als absolute und relative H&aufigkeiten (%)
angegeben wurden. Durch die Verwendung des zweiseitigen exakten Fisher-Tests
(https://lwww.graphpad.com/quickcalcs/contingency2/)  wurde  die  Signifikanz ~ der
unterschiedlichen EBV-Seropositivitatsraten zwischen Patienten mit friiher MS und Personen in

der Krankenhauspopulation bewertet. Dabei wurde ein p-Wert <0,05 als signifikant angesehen.

5. Ergebnisse

5.1 Epstein-Barr-Virus-Seropravalenz bei friiher Multipler Sklerose

Das mediane (IQR) Alter der 901 in diese Studie eingeschlossenen Patientinnen und Patienten
betrug 33 (27 - 41) Jahre. 630 der 901 (69,9%) untersuchten Patientinnen und Patienten waren
weiblich. Gemé&l der Einschlusskriterien der nationalen MS-Kohorte lag zum Zeitpunkt der
Blutentnahme bei 380 (42,2%) Patienten ein KIS und bei 521 (57,8%) eine RRMS vor. Der
mediane (IQR) EDSS beider Gruppen (KIS und RRMS) betrug dabei 1,5 (1,0 - 2,0; Daten
verfugbar von n = 899 Patienten).

IgG-Antikorper gegen EBNA-1 waren bei 839 von 901 (93,1%) der Patientinnen und Patienten
mit KIS oder RRMS nachweisbar. Bei 45 der 62 (72,6%) EBNA-1-seronegativen Seren waren
IgG-Antikorper gegen VCA nachweisbar. In allen verbleibenden 17 Patienten konnten wir
mittels EBV-1gG-Immunoblots Antikérper gegen EBV nachweisen. Insgesamt waren also
901/901 (100%) der in dieser Studie untersuchten Patienten mit KIS/RRMS EBV-seropositiv.

5.2 Epstein-Barr-Virus-Seroprévalenz in einer groRen Krankenhauspopulation

Um die EBV-Seropravalenz bei Patienten mit friiher MS mit der EBV-Seroprévalenz bei nicht
an einer MS Erkrankten in einer ahnlichen geographischen Region vergleichen zu konnen,

analysierten wir retrospektiv die EBV-Seropravalenz uber verschiedene Altersgruppen in einer
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groRen Krankenhauspopulation (n = 16.163) aus Berlin/Norddeutschland. Daten zum Geschlecht
waren von 16.036 dieser Personen verfugbar, von denen 7714 weiblich und 8322 mannlich
waren. Die Ergebnisse dieser Analyse sind in Tabelle 1 zusammengefasst und in Abbildung 1
grafisch dargestelit.

Hochstwahrscheinlich aufgrund von midtterlichen Antikorpern fanden wir eine hohe Préavalenz
von EBV-Antikorpern (91,7%) bei Neugeborenen <0,25 Jahre. Danach fiel die EBV-
Seropositivitat bei 9 - 12 Monate alten Kindern auf 18,4% ab. In der Folge stieg die EBV-
Seropositivitét bis ins Erwachsenenalter an, mit den stérksten Anstiegen in den Alterskohorten
von 18 - 23 Monaten (EBV-Seropositivitat 45,7%) und 15 - 19 Jahren (EBV-Seropositivitat
84,3%). In diesen Alterskohorten fanden sich dementsprechend ebenfalls vermehrt VCA-IgM-
Antikorper, welche einen Marker fir eine primdre EBV-Infektion darstellen. Die EBV-
Seropravalenz stieg mit zunehmendem Alter weiter an und erreichte in allen 5-Jahres-
Alterskohorten von 45 bis 80 Jahren Werte >98%, nie jedoch 100% (Abbildung 1A). Frauen
waren insgesamt etwas hdufiger EBV-seropositiv als Manner, wobei die Verldufe der
Seropositivitat Uber unterschiedliche Lebensalter bei Frauen und Ménnern dhnlich waren
(Abbildung 1B).

Als Negativkontrollen untersuchten wir drei Seren von gesunden Kontrollen in denen zuvor
mittels CLIA Untersuchung keine Antikorper gegen EBNA-1 und VCA nachgewiesen werden
konnten.”® Diese drei Seren waren in einer aktuellen Untersuchung mittels EBV-IgG-

Immunoblot ebenfalls negativ fur Antikérper gegen EBV.
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Tabelle 1

Seropositivitat fur 1gG-Antikorper gegen Epstein-Barr Nuclear Antigen-1 (EBNA-1), IgG-Antikorper gegen EBV-Viral-Capsid-Antigen

(VCA) und IgM-Antikérper gegen VCA in verschiedenen Alterskohorten in einer grol3en Krankenhauspopulation

EBV-Seropositivitat® | EBNA1-1gG | VCA-IgM VCA-IgG | untersuchte | Alle negativ® Mindestens ein
Alterskohorte (%) positiv (%) positiv (%) positiv (%) | PersonenP (Anzahl) Antikorper
(Jahre) (Anzahl) positiv? (Anzahl)
<0.25 91.67 73.33 0.00 76.67 60 5 55
>0.25-<0.5 61.54 38.46 2.56 46.15 39 15 24
>0.5-<0.75 26.83 17.07 244 21.95 41 30 11
>0.75-<1 18.37 8.16 4.08 10.20 49 40 9
>]1-<1.5 21.49 7.44 7.44 17.36 121 95 26
>1.5-<2 45.65 23.19 13.77 39.13 138 75 63
>2 - <5 57.79 36.59 12.86 54.53 552 233 319
>5-<10 67.94 46.62 10.23 65.34 577 185 392
>10-<15 70.93 55.90 941 66.99 712 207 505
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>15-<20 84.26 60.50 18.02 81.29 1010 159 851
>20 - <25 92.15 74.30 11.29 89.03 930 73 857
>25—-<30 95.00 80.27 7.58 91.84 1201 60 1141
>30-<35 95.91 81.76 6.91 94.03 1173 48 1125
>35 - <40 97.31 84.12 4.14 94.80 1039 28 1011
>40 — <45 97.31 85.94 3.72 96.17 967 26 941
>45 — <50 98.51 87.83 4.22 97.19 1208 18 1190
>50 — <55 98.00 85.18 3.22 97.07 1397 28 1369
>55 - <60 98.96 85.30 2.49 97.75 1245 13 1232
>60 — <65 98.14 85.59 2.70 96.93 1076 20 1056
>65 - <70 98.70 85.16 2.12 97.64 849 11 838
>70 - <75 98.44 82.99 1.95 97.14 770 12 758
>75—-<80 99.08 85.50 2.94 98.17 545 5 540
>80 96.55 82.54 431 95.69 464 16 448

aSeropositivitat fur EBV wurde als Seropositivitat fir mindestens einen der drei Antikdrper EBNA-1-1gG, VCA-IgG oder VCA-IgM definiert.

18




bAnzahl der fir die Analyse verfligbaren Personen in den verschiedenen Alterskohorten.
°Anzahl der Personen, bei denen EBNA-1 IgG und VCA 1gG und VCA IgM negativ waren.

dAnzahl der Personen, bei denen mindestens einer der drei untersuchten Antikorper (EBNA-1 1gG, VCA 1gG, VCA IgM) positiv war:
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Aullerdem verglichen wir die EBV-Seropositivitatsraten fur alle Patienten im Alter von 20-40
Jahren der Untersuchungsgruppe - also dem typischen klinischen Erstmanifestationsalter fur eine
MS? - mit denen von Personen im Alter von 20-40 Jahren aus der Kontrollgruppe. Es ergab sich
ein hochsignifikanter (p<0,0001) Unterschied zwischen der 100-prozentigen EBV-
Seropositivitdt bei den 610 Patienten mit MS und der EBV-Seropositivitat innerhalb der
Krankenhauspopulation im Alter von 20 bis 40 Jahren (4134/4343; 95,2%).
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6. Diskussion

Auch wenn die Atiologie der MS bisInag nicht exakt geklart ist existieren starke Hinweise dafir,
dass das EBV eine zentrale Rolle in der Entstehung der MS spielt. Sollte eine EBV-Infektion
tatsachlich eine Voraussetzung fiir die Entwicklung einer MS sein, ware zu erwarten, dass es
keine EBV-seronegativen Patienten mit MS gibt. In diesem Zusammenhang ist das wichtigste
Ergebnis dieser Untersuchung die komplette Abwesenheit von EBV-seronegativen Patienten in

einer groRen Kohorte (n = 901) von Patienten mit friher MS.

Eine Erklarung fur die hier beobachtete 100%-ige EBV-Seropositivitat bei Patienten mit friiher
MS konnten die sehr strengen Einschlusskritieren in die nationale MS-Kohorte des KKMNS
(s.0.) sein. Die Wahrscheinlichkeit fir die félschliche Aufnahme von Patienten, die
mdoglicherweise keine MS haben, in die KKNMS Kohorte ist damit sehr gering. Unsere
Ergebnisse sprechen somit dafir, dass bei Patienten mit einer gesicherten Diagnsoe einer friihen
MS die EBV Seropravalenz tatsachlich 100% betréagt.

Antikorper gegen EBNA-1 und VCA mussten in verdinnten Seren mittels CLIA gemessen
werden. Die Seren von 17 EBNA-1- und VCA-Antikorper-negativen Patienten wurden daraufhin
erneut unverdinnt mit einem EBV-1gG-Immunoblot getestet und bei allen 17 Antikdrper gegen
EBV nachgewiesen. Hieraus l&sst sich schlieRen, dass die Sensitivitat fiir den Nachweis von
EBV-Antikérpern des EBV-Immunoblots in unverdiinnten Seren hoher ist, als die des CLIA in
verdunnten Seren wobei jedoch zu vermuten ist, dass eine Testung unverdinnter Seren EBNA-1
und VCA-AK auch mittels CLIA nachweisen wirde.

Die von uns ermittelten Ergebnisse passen zu denen einer aktuellen Studie von Dobson et al.. In
dieser Studie wurden 41 scheinbar EBV-seronegative (durch ELISA bestimmt) Patienten aus
einer Kohorte von 1.047 Patienten mit einem KIS erneut mit sensitiveren Methoden (in house-
ELISA und EBV-Immunoblot) auf EBV-Antkérper untersucht. Hierbei fand sich lediglich ein
einziger EBV-seronegativer Patient unter 1.047 Patienten mit einem KIS.72

Sowohl die Ergebnisse unserer als auch der Arbeit von Dobson et al. deuten darauf hin, dass

Patienten mit MS entweder gar nicht, oder nur sehr selten seronegativ flir EBV sind. Dies

unterstiitzt einerseits die Annahme, dass die MS eine seltene Spatkomplikation einer EBV-
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Infektion darstellt’®, andererseits ergibt sich als eine relevante Konsequenz fir die klinische
Praxis, dass bei Patienten mit der Verdachtsdiagnose einer entziindlichen ZNS-Erkrankung eine

negative EBV Serologie gegen das Vorliegen einer MS spricht.3474.75

Maogliche einfliisse auf die EBV-Antikdrperserologien der von uns untersuchten Proben durch
Immuntherapien konnen ausgeschlossen werden, nachdem kein Patient mit friher MS zum

Zeitpunkt der Blutentnahme eine krankheitsmodifizierende Therapie erhielt.

In der Krankenhauspopulation (Kontrollgruppe) wurde die EBV-Seropravalenz unverdiinnt
mittels CLIA gemessen. Die Abwesenheit von EBV-Antikdrpern in unverdiinnten Proben wird
in der Klinischen Routinediagnostik als zuverlassiger Indikator fiir EBV-Seronegativitat gewertet
und wird nicht routinemalig anhand alternativer Methoden Uberprift. Insofern ist es als eine
Einschrankung dieser Untersuchung zu betrachten, dass EBV-seronegative unverdinnte Seren in
der Krankenhauspopulation nicht erneut mittels EBV-1gG-Immunoblot nachgetestet wurden. Es
lasst sich daher nicht ausschlieRen, dass in einigen der EBV-seronegativen, unverdinnten Seren
EBV-Antikérper mittels EBV-1gG-Immunoblot nachweisbar gewesen sein kdnnten. Allerdings
wurden in 3 Seren, die bei unverdlnnter Testung mittels CLIA negativ fir EBNA-1- und VCA-
1gG waren, auch mittels EBV-1gG-Immunoblot keine EBV-Antikdrper nachgewiesen, sodass flr
den EBV-Immunoblot im Vergleich zu den Messungen durch CLIA keine signifikant hohere

Sensitivitat angenommen werden muss.

Mit Hinblick auf die EBV-Seroprévalenzen in der Krankenhauspopulation (Kontrollgruppe) ist
die hohe EBV-Seropositivitat bei Neugeborenen und der schnelle Riickgang derselben bis zum
Alter von 0,75 bis 1 Jahr durch einen transplazentaren Ubertragung und dem anschlieRenden
Ruckgang von mutterlichen EBV-Antikorpern erklérbar. Der steile Anstieg der EBV-
Seropositivitdt bis zum Alter von 2 Jahren sowie ein weiterer Anstieg in der Altersgruppe der 15
bis 20 Jahrigen entspricht den bisherigen Daten zum natrlichen Verlauf einer EBV-Infektion in
der westlichen Welt.”5-"® Besonders wichtig erscheint in diesem Zusammenhang, dass im Alter
von 14 Jahren etwa 30% der von uns untersuchten Seren der Krankenhauspopulation noch EBV -
negativ waren. Diese Personengruppe ist bekanntermaRen besonders anféllig fir die
Entwicklung einer primaren EBV-Infektion im Sinne einer infektiosen Mononukleose und diese

ist wiederum mit einem etwa zweifach erhohten Risiko fiir die Entwicklung einer MS verbunden
79
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In unserer Studie zeigten alle 380 Patienten mit einem KIS — der frihesten Klinischen
Manifestation einer MS — eine 100%-ige EBV-Seropositivitat. Dieses Ergebnis spricht daftr,
dass eine EBV-Infektion dem klinischen Ausbruch einer MS vorausgeht und dass EBV somit

sehr frithe Rolle in der Entwicklung einer MS spielt. &

Die niedrigere EBV-Seropositivitatsrate (95,2%) bei Personen zwischen dem 20. und 40.
Lebensjahr (dem typischen Alter einer klinischen Erstmanifestation einer MS?!) in der
Krankenhauspopulation im Vergleich mit der EBV-Seropositivitatsrate bei Patienten mit friher
MS (100%) spricht zusétzlich fur die Assoziation einer EBV-Infektion mit der MS.

Eine mogliche Limitation unserer Studie besteht darin, dass die EBV-Seroprévalenz in einer
Krankenhauspopulation und nicht in der Allgemeinbevélkerung bestimmt wurde.’® Es ist daher
nicht auszuschliel3en, dass in der Krankenhauspopulation Personen die aufgrund eines klinischen
Verdachtes auf eine EBV-Infektion getestet wurden Uberreprasentiert sind, was zu falsch hohen
EBV-Seropositivitatsraten fihren kénnte. Ebenso kann nicht ausgeschlossen werden, dass sich in
der Krankenhauspopulation immunsupprimierte Personen befanden, bei denen die EBV-
Serologien falsch negativ ausgefallen sein konnten. Angesichts der sehr hohen Fallzahl
betrachten wir die aus dieser Krankenhauspopulation erhaltenen Daten jedoch als weitestgehend
représentativ.  fir die EBV-Seropositivitatsraten in verschiedenen Altersgruppen der

Allgemeinbevdlkerung.

Letztlich lasst sich, wie bei jedem serologischen Test, auch ein gelegentliches Auftreten falsch-
positiver  Ergebnisse nicht volistdndig ausschlieBen. Allerdings spricht die gute
Ubereinstimmung zwischen unseren und den Ergebnissen friiherer Studien zur EBV-
Seropravalenz bei der MS gegen eine systematische Verzerrung aufgrund falsch positiver

Befunde.31'57’70’72'81’82

Zusammenfassend liefert das Fehlen einer EBV-Seronegativitat in dieser groflen Kohorte von
Patienten mit friher MS weitere Hinweise auf eine zentrale Rolle von EBV bei der MS. Als
Konsequenz fiir die klinische Praxis legen die Ergebnisse dieser Studie zudem nahe, dass eine
negative EBV-Serologie bei Patienten mit Verdacht auf eine entziindliche ZNS-Erkrankung
Anlass dazu geben sollte, andere Diagnosen als eine MS in Betracht zu ziehen. Unsere

Ergebnisse unterstiitzen die Hypothese, dass die MS eine seltene Komplikation einer EBV
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Infektionen darstellen koénnte. Zuklnftige Studien sollten versuchen zu klaren durch welche

molekularen Mechanismen EBV eine Rolle bei der MS spielt.
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ABSTRACT

Objective To determine the prevalence of antibodies to
Epstein-Barr virus (EBV) in a large cohort of patients with
early multiple sclerosis (MS).

Methods Serum samples were collected from 901
patients with a clinically isolated syndrome (CIS) or

early relapsing—remitting multiple sclerosis (RRMS)
participating in the German National MS cohort, a
prospective cohort of patients with early MS with
stringent inclusion criteria. Epstein-Barr nuclear antigen
(EBNA)-1 and viral capsid antigen (VCA) antibodies
were measured in diluted sera by chemiluminescence
immunoassays (CLIAs). Sera of EBNA-1 and VCA
antibody-negative patients were retested undiluted by an
EBV IgG immunoblot. For comparison, we retrospectively
analysed the EBV seroprevalence across different age
cohorts, ranging from 0 to >80 years, in a large hospital
population (N=16 163) from Berlin/Northern Germany.
Results EBNA-1 antibodies were detected by CLIA in
839 of 901 patients with CIS/RRMS. Of the 62 patients
without EBNA-1 antibodies, 45 had antibodies to VCA
as detected by CLIA. In all of the remaining 17 patients,
antibodies to EBV were detected by immunoblot.
Altogether, 901 of 901 (100%) patients with CIS/RRMS
were EBV-seropositive. EBV seropositivity increased with
age in the hospital population but did not reach 100% in
any of the investigated age cohorts.

Conclusion The complete EBV seropositivity in this
large cohort of patients with early MS strengthens the
evidence for a role of EBV in MS. It also suggests that

a negative EBV serology in patients with suspected
inflammatory central nervous system disease should alert
clinicians to consider diagnoses other than MS.

INTRODUCTION

Strong and consistent evidence indicates an associ-
ation of multiple sclerosis (MS) and infection with
the Epstein-Barr virus (EBV).'” This led to the
proposal that, from an epidemiological perspective,
MS could be regarded as a late complication of EBV
infection.* If this was true, one would expect that
there should be practically no EBV-seronegative
patients with MS.’ Previous seroepidemiological

studies and meta-analyses thereof indeed observed
very high EBV seropositivity rates (~98% to
1009%) in patients with MS or a clinically isolated
syndrome (CIS)." “'! Nevertheless, the detection
of few EBV-seronegative persons with a diagnosis
of MS in some of those studies suggests that EBV-
seronegative MS may occur. However, as inclusion
criteria of previous studies on the seroprevalence
of EBV in patients with MS were heterogeneous, it
cannot be excluded that EBV-seronegative persons
with a diagnosis of MS reported in the literature
may occasionally have been misclassified and could
in fact have diagnoses other than MS.® Further-
more, it was shown that the EBV seroprevalence
in patients with MS may depend on the sensitivity
and specificity of the applied antibody assays and
that in the likely most robust studies, that is, those
that used two independent methods for detection of
EBV antibodies, EBV seropositivity in patients with
a diagnosis of MS may reach 100%.”

To systematically search for EBV-seronegative
patients with MS, we analysed the EBV seroprev-
alence in 901 patients of the German National MS
cohort, a prospective longitudinal observational
cohort of patients with early MS with stringent
inclusion criteria. For comparison, we retrospec-
tively determined EBV seroprevalence rates across
different age cohorts in a large hospital population
(N=16163) from Berlin/Northern Germany.

PATIENTS AND METHODS

Patients with early MS

The German National MS cohort is a multicentre

prospective longitudinal observational cohort

which recruited a total of 1212 patients between

August 2010 and December 2014.'% Inclusion

criteria have previously been reported in detail and

comprise female and male patients aged =18 years

and

» A diagnosis of a CIS (defined as a first clinical
event suggestive of inflammatory demyelina-
tion) within 6 months before inclusion and
fulfilment of three of four Barkhof criteria.

BM)

Abrahamyan S, et al. J Neurol Neurosurg Psychiatry 2020;0:1-6. doi:10.1136/jnnp-2020-322941 1

"WbuAdoo Aq pejosiold 1senb Aq 120z ‘.z 1snbny uo ywod fwq duul/:diy wouy papeojumod "0202 AeN S UO Ly6228-0202-duul/oeL L 01 se paysiignd is.y :AljeiyoAsd Binsoinap |oinep

38



Multiple sclerosis

» A diagnosis of a CIS within 6 months before inclusion and
fulfilment of two of four Barkhof criteria and intrathecal
IgG production in cerebrospinal fluid (CSF) or abnormal
visually evoked potentials.

» A diagnosis of a CIS within 6 months before inclusion and
fulfilment of the McDonald 2010 criteria for relapsing—
remitting multiple sclerosis (RRMS).

» A diagnosis of RRMS based on the McDonald 2005 criteria
within 2 years before inclusion.'

Exclusion criteria comprise previous use of any disease-
modifying therapy for MS (except for short-term relapse
treatment), primary or secondary progressive MS, concurrent
progressive neurological diseases and conditions interfering with
the assessment plan, for example, contraindications to MRI. The
assessment plan includes standardised collection of demographic
and clinical data, assessment of the Expanded Disability Status
Scale (EDSS) score and standardised sampling of biospecimens.
All patients were recruited at specialised MS centres and study
data were monitored with a query system.

Sera from therapy-naive patients were collected, centrifuged
and aliquoted during the baseline visit at the participating centres
according to standard operating procedures and were shipped
overnight to the Department of Neurology, Technische Univer-
sitit Miinchen, where they were stored at —80°C. Baseline
serum samples of 901 patients were available for EBV antibody
testing and were sent on dry ice to the Department of Neurology,
Charité — Universititsmedizin Berlin.

Detection of EBV antibodies

Serum IgG antibodies to Epstein-Barr nuclear antigen (EBNA)-1
and to the EBV viral capsid antigen (VCA) were measured by
Liaison (DiaSorin, Saluggia, Italy) automated quantitative chemi-
luminescence immunoassay (CLIA) at Labor Berlin GmbH,
Berlin, Germany. As only limited amounts of serum (~50pL)
from participants of the German National MS cohort were
available, all sera had to be measured in dilution. EBNA-1 IgG
antibodies were measured in serum samples diluted either 1:20
(n=40) or 1:10 (n=861) in assay dilution buffer. With these
dilutions, EBNA-1 IgG levels <3 U/mL were considered nega-
tive, and EBNA-1 IgG levels =3 U/mL were considered positive.
All EBNA-1 IgG-negative serum samples were tested at a dilu-
tion of 1:10 in assay dilution buffer for antibodies to VCA. With
this dilution, VCA IgG levels <10 U/mL were considered nega-
tive and VCA IgG levels =10U/mL were considered positive.
As per the manufacturer’s instructions, the assay range of the
EBNA-1 IgG CLIA is 3-600 U/mL and that of the VCA IgG CLIA
is 10-750 U/mL.

Since we had to determine EBNA-1 and VCA IgG by CLIA in
diluted sera of participants of the German National MS cohort,
we retested EBNA-1 and VCA IgG-negative sera without dilution
by an EBV IgG immunoblot (recomLine EBV IgG, Mikrogen,
Germany). As only a small volume of serum (20 uL) is needed for
the EBV IgG immunoblot, we were able to use undiluted sera for
these measurements. Serum samples that were positive in at least
one of the three assays (EBNA-1 IgG CLIA, VCA IgG CLIA or
EBV IgG immunoblot) were considered EBV seropositive.

Retrospective analysis of EBV seroprevalence in a large
hospital population

We retrospectively analysed results of EBV serologies, which
were performed for routine diagnostic purposes in 16 163
persons at Labor Berlin GmbH, Berlin, Germany, between
January 2014 and December 2016. Sera were sent for EBV

serological testing from persons treated as inpatients or outpa-
tients at university hospitals (Charité — Universititsmedizin
Berlin) located in Berlin or community hospitals located
in Berlin and Northern Germany. The 16 163 persons were
included irrespective of diagnoses or the reason for ordering
EBV serologies. For individuals tested more than once during
the study period, only the results of the first EBV serology
were considered. From all persons included in the analysis,
results of serological tests for EBNA-1 IgG and VCA IgG
and VCA IgM had to be available. Notably, EBNA-1 IgG is
a marker of past EBV infection, VCA IgG can be found in
primary and past EBV infections, and VCA IgM is a marker of
primary EBV infection." Testing for EBNA-1 IgG, VCA IgG
and VCA IgM was performed by Liaison automated quanti-
tative CLIA using undiluted sera. Thus, the same method
(Liaison CLIA) was used for testing of patients with CIS/
RRMS and patients of the hospital population, with sera
of patients with CIS/RRMS being measured in dilution and
sera of patients from the hospital population being measured
without dilution. According to the manufacturer’s recom-
mendations, in undiluted sera, EBNA-1 IgG levels <5U/mL
were considered negative, levels between 5 and 20 U/mL were
considered equivocal and levels =20 U/mL were considered
positive; VCA IgG levels <20U/mL were considered negative
and VCA IgG levels 220 U/mL were considered positive; and
VCA IgM levels <20U/mL were considered negative, levels
between 20 and 40 U/mL were considered equivocal and VCA
IgM levels= 40 U/mL were considered positive. Persons with
EBNA-1 IgG and VCA IgG and VCA IgM below the respective
cut-offs were considered EBV-seronegative. Persons in whom
at least one of the three antibodies, EBNA-1 IgG, VCA IgG or
VCA IgM, was above the respective cut-offs were considered
EBV-seropositive. From the age of 5 years onwards, persons
were grouped in S-year age cohorts. To analyse the EBV sero-
prevalence in early life in more detail, newborns and infants
below 5 years of age were grouped in smaller age cohorts.

Statistical analyses

Continuous data were summarised using medians and IQRs.
Categorical data are reported as absolute and relative frequen-
cies (%). The significance of different EBV seropositivity rates
between patients with early MS and persons in the hospital
population was assessed by two-tailed Fisher exact tests
(https://www.graphpad.com/quickcalcs/contingency2/). A p
value of <0.05 was considered significant.

RESULTS

EBV seroprevalence in early MS

The median (IQR) age of the 901 patients included in this study
was 33 (27-41) years, and 630/901 (69.9%) were women. At
the time of blood sampling, 380 (42.2 %) had a diagnosis of a
CIS and 521 (57.8%) had a diagnosis of RRMS according to
the inclusion criteria of the German National MS cohort. The
median (IQR) EDSS score of patients with CIS and RRMS was
1.5 (1.0-2.0, data available from n=899 patients).

IgG antibodies to EBNA-1, as measured in diluted sera by
CLIA, were positive in 839 of 901 (93.1%) patients with CIS/
RRMS. Of the 62 patients without antibodies to EBNA-1, 45
(72.6%) had positive IgG antibodies to VCA, as measured in
diluted sera by CLIA. Of the 17 remaining patients, 17 (100%)
had IgG antibodies to EBV as detected in undiluted sera by
EBV IgG immunoblot. Detailed results of EBV IgG immuno-
blots are provided in online supplementary table 1. In sum, 12
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(A) EBV seropositivity rates by age cohorts in a large hospital population (N=16 163). The percentage positivity of IgG antibodies to EBNA-1 and

of IgG and IgM antibodies to VCA in different age cohorts is shown. Note that the x-axis is not proportional. EBV seropositivity was defined as seropositivity
to at least one of the three antibodies, EBNA-11gG, VCA 1gG or VCA IgM. The number of persons analysed in each age cohort is indicated above the graph.
(B) EBV seropositivity rates by age cohorts in a large hospital population are shown separately for female (n=7714) and male (n=8322) persons. EBV

seropositivity was defined as seropositivity to at least one of the three antibodies,
analysed in each age cohort is indicated above the graph. EBNA-1, Epstein-Barr nuclear antigen-

of 17 sera reacted with the EBNA-1 p72 antigen and 17 of 17
sera reacted with at least one of two VCA antigens (p18 and
p23) included in the EBV IgG immunoblot. Altogether, 901 of
901 (100%) patients with CIS/RRMS investigated in this work
were EBV seropositive.

EBV seroprevalence in a large hospital population

To compare the EBV seroprevalence in patients with early MS
with the general EBV seroprevalence in a similar geographical
region, we analysed the EBV seroprevalence across different age
groups in a large hospital population (n=16 163) from Berlin/
Northern Germany. Data on sex were available from 16036
of these persons, of which 7714 (489%) were female and 8322
(52%) were male. Figure 1A summarises the EBV seropreva-
lence in the entire hospital population; the respective source
data are provided in online supplementary table 2. EBV sero-
positivity was high in newborns (<0.25 years) and lowest in
0.75-<1year olds. Subsequently, EBV seropositivity increased
until adulthood, with steepest increases in the age cohorts of
1.5-2.0 and 15-19 years. The increases of EBV seropositivity
in these age cohorts were paralleled by an increased detection

EBNA-1 1gG, VCA IgG or VCA IgM. The number of female/male persons
1; EBV, Epstein-Barr virus; VCA, viral capsid antigen.

of VCA IgM antibodies, indicating primary EBV infections.
While EBV seropositivity further increased with increasing age
and was =98% in all 5-year age cohorts from 45 to 79 years,
it did not reach 100% in any of these age cohorts. EBV sero-
positivity tended to be overall slightly higher in women than in
men, but the course of EBV seropositivity across the life span
was similar in both sexes (figure 1B).

When comparing the EBV seropositivity rates in patients
with early MS and in participants of the hospital population
in the age range of 20-40 years, that is, the typical age of
clinical onset of MS,'"* EBV seropositivity among patients with
MS (610/610, 100%) was higher than among participants of
the hospital population (4134/4343, 95.2%; p<0.0001). In
a comparison of EBNA-1 IgG seropositivity by age between
patients with early MS and patients from the hospital popula-
tion, the difference in EBNA-1 IgG seropositivity was stron-
gest in the youngest analysed age cohort (20-24 years) and
subsequently declined with increasing age (online supplemen-
tary figure 1).
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DISCUSSION

The key result of this study is a complete EBV seropositivity in
a large cohort (n=901) of patients with early MS. While this
finding is consistent with the known high EBV seroprevalence in
MS,' ! the absence of any EBV-seronegative patients with early
MS in our cohort appears remarkable and further strengthens
the evidence for an association of EBV infection and MS. The
already 100% EBV seropositivity in the 380 patients with a CIS,
that is, the earliest clinically detectable manifestation of MS,
complies with the concept that EBV infection precedes the clin-
ical onset of MS and suggests that EBV exerts its role early in the
development of MS."

The German National MS cohort is a prospective longitudinal
cohort with stringent inclusion criteria, requiring MRI, CSF or
electrophysiological evidence supportive of MS in patients with
a CIS." Thus, the likelihood of inclusion of patients not having
a true CIS, that is, a CIS as a first clinical manifestation of MS, or
not having true MS into this well-characterised cohort of patients
with CIS/early RRMS appears very low. Assuming that there is
a genuine association of EBV and MS, the high degree of diag-
nostic certainty in patients participating in the German National
MS cohort may therefore explain the 100% EBV seropositivity
observed in this cohort. This conclusion is supported by findings
of a previous meta-analysis, which in a post hoc analysis found
higher ORs for EBNA-1 and VCA IgG seropositivity in serolog-
ical studies of EBV prevalence in MS that included confirmed
cases of MS as compared with studies that included confirmed
and probable cases of MS.* The most plausible explanation for
this observation is that probable cases of MS are more likely to
comprise misclassified patients who actually do not have MS.
The EBV seroprevalence of those misclassified patients would
be expected to correspond to that of the general population and
to thus be lower than the EBV seroprevalence of patients with
true MS, which could explain the occasional detection of EBV-
seronegative persons in some former studies on EBV seropreva-
lence in MS.*

Our study corroborates results obtained in 1047 retrospectively
collected patients with a CIS, only one of whom was found to be
EBV seronegative.'’ '® Altogether, the present evidence suggests
that EBV-seronegative patients with MS, if they should exist at
all, occur extremely rarely. An implication of these findings of
relevance for clinical practise is that a negative EBV serology in
a patient with suspected inflammatory central nervous system
disease should alert clinicians to consider diagnoses other than
MS.2%7 Given that the difference in the EBV seropositivity rates
between patients with MS and controls declines with age (see
also online supplementary figure 1), the younger the age of the
patient, the more informative testing for EBV should be. Future
studies on this issue may therefore focus in particular on children
with suspected inflammatory central nervous system disease, as
the difference between the likewise high EBV seroprevalence
in children with MS and the EBV seroprevalence in paediatric
controls is rather pronounced.'”

The high EBV seropositivity in newborns and the rapid
decline until the age of 1year observed in the hospital popu-
lation is explained by placental transmission and subsequent
disappearance of maternal EBV antibodies. The subsequent
steep increases of EBV seropositivity in early infancy and in the
age cohort of 15-19 years correspond to previous data on the
natural course of EBV infection in industrialised countries of
the northern hemisphere.'®*! The somewhat higher seropreva-
lence of VCA IgG as compared with EBNA-1 IgG in patients of
the hospital population is consistent with findings of previous

large seroepidemiological studies and likely related to the known
phenomenon that a certain proportion of persons infected with
EBV does not develop antibodies to EBNA-1.* ¥ > Importantly,
we found that about 30% of 10-14year olds in our hospital
population from Northern Germany were EBV seronegative.
This is of relevance as these individuals are particularly prone
to develop symptomatic primary EBV infection in the form of
infectious mononucleosis, which is associated with an about
twofold increased risk of MS.* **

The higher EBV seropositivity rate in patients with early
MS (100%) as compared with persons in the hospital popula-
tion (95.2%) in the age range of 20-40 years is consistent with
previous data® and appears compatible with the concept that
EBV may be a necessary but not sufficient factor for the devel-
opment of MS.

Of note, due to only limited amounts of serum available, sera
of patients from the MS cohort had to be measured by CLIA in
dilution. All EBNA-1 and VCA antibody-negative patients with
CIS/early RRMS, as determined in diluted sera by CLIA, were
thus retested by an EBV IgG immunoblot, which requires only
a small volume of serum, enabling us to analyse undiluted sera.
Detection of EBV antibodies by immunoblot in patients, who
were EBV and VCA IgG negative by CLIA, is therefore explained
by the fact that those sera were measured undiluted, that is, at a
10-fold higher concentration than in the CLIA. The majority of
the 17 sera tested by the EBV immunoblot contained antibodies
to EBNA-1, and all 17 sera contained antibodies to VCA (see
online supplementary table 1), further supporting the conclu-
sion that antibody responses in those 17 patients differed only
quantitatively but not qualitatitvely from that of the other 884
patients.

Of further note, unlike patients with CIS/RRMS, EBV-
seronegative participants of the hospital population, as deter-
mined by CLIA using undiluted sera, were not retested by an
EBV immunoblot. We consider it very unlikely that this could
have resulted in a higher rate of EBV seronegativity in the
hospital population than in patients with MS for the following
reasons: first, in routine diagnostic serology, absence of EBNA-1
IgG, VCA IgG and VCA IgM, as determined by CLIA in undi-
luted sera, is generally accepted to reliably indicate EBV seroneg-
ativity with no further confirmatory tests being required.” *' %
Second, while we are not aware of published studies that directly
compared the recomLine EBV IgG immunoblot with the liaison
CLIA applied in our work, in a previous comparative study,
the sensitivity of the recomLine EBV IgG immunoblot was not
higher than that of another CLIA method (Architect; Abbott,
Wiesbaden, Germany),” which is similar to the CLIA Method
used in our work.”® Third, when we re-tested 28 sera, which
were EBNA-1 IgG and VCA IgG negative, as determined in
undiluted sera by the Liaison CLIA, by EBV immunoblots, all
of these sera were likewise EBV seronegative in the EBV immu-
noblot (unpublished observation). Altogether, the available
evidence therefore clearly argues against a higher sensitivity of
the EBV IgG immunoblot as compared with determination of
EBNA-1 IgG and VCA IgG in undiluted sera by the liaison CLIA.

A limitation of this study is that we did not determine EBV sero-
prevalence in the general population, but, similar to a previous
large investigation,?! used a hospital population as a surrogate
instead. The hospital population may have included patients in
whom EBV serologies were ordered for a suspected primary EBV
infection, which could potentially result in higher EBV sero-
positivity rates than in the general population. Conversely, our
hospital population may also have included immunosuppressed
patients in whom EBV serologies could potentially result false
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negative. However, given the very high number of patients anal-
ysed, it seems conceivable that the data obtained in the hospital
population are overall representative of EBV seropositivity rates
across different age ranges in the general population. Finally, as
is the case with every serological test, we cannot exclude the
occurrence of rare false-positive results. Nevertheless, such rare
false-positive results would be highly unlikely to explain the
100% EBV seropositivity observed in patients with CIS/RRMS
in our study.

CONCLUSION

The complete EBV seropositivity in this large cohort of patients
with CIS/RRMS strengthens the evidence for a role of EBV in
MS. It also suggests that a negative EBV serology in patients with
suspected inflammatory central nervous system disease should
alert clinicians to consider diagnoses other than MS. The results
of this study are compatible with the concept that MS could be
a rare late complication of EBV infection. Future studies should
focus on the clarification of the mechanisms underlying the role
of EBV in MS.
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